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S u m m a r y
The objective of the paper was to establish the protective effect of post-culture 

liquids of Trichoderma harzianum G 227 and Gliocladium fimbriatum G 156 for soy-
bean against the soil-borne fungi. The use of those liquids for studies had a positive ef-
fect on the number, healthiness and yielding of soybean plants. Soybean seedlings were 
mainly infected by Pythium irregulare, Fusarium spp. and Rhizoctonia solani, while 
plants at anthesis were affected by Fusarium spp., Phoma exigua var. exigua, Rhizoc-
tonia solani and Sclerotinia sclerotiorum. The use of post-culture liquids reduced the 
infection of plants by these pathogens.

Key words: post-culture liquids Gliocladium fimbriatum, Trichoderma harzianum, soybean di-
seases

WSTĘP

Soja uprawiana jest ze względu na dużą wartość biologiczną i odżywczą. Dla roślin 
soi w okresie wegetacji dużym zagrożeniem są grzyby chorobotwórcze przeżywające 
w glebie. Najbardziej szkodliwymi dla kiełkujących nasion, a następnie korzeni i podsta-
wy łodygi roślin soi są Fusarium culmorum (W.G.Sm.) Sacc, Fusarium oxysporum Schl. 
f. sp. glycines Amst., Amst., Fusarium solani (Mart.), Phoma exigua Desm., Rhizoctonia 
solani Kűhn oraz Pythium spp. (S i n c l a i r  i  B a c k m a n , 1989; P i ę t a  i  P a s t u c h a , 
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2002; P i ę t a  i  in., 2002). Powszechnie stosowanym zabiegiem dla zabezpieczenia roślin 
przed porażeniem przez fitopatogeny jest przedsiewne zaprawianie nasion preparatami 
chemicznymi. W uprawach ekologicznych czy też tzw. alternatywnych metodach ochro-
ny coraz częściej wykorzystuje się próby zwalczania chorób roślin przy użyciu bioprepa-
ratów lub materiału mikrobiologicznego sporządzonego z grzybów antagonistycznych 
tj. Trichoderma spp., Gliocladium spp., oraz bakterii Bacillus spp., i Pseudomonas spp.  
(P a s t u c h a , 1999; O r l i k o w s k i  i in., 2001; R o b e r t i  i in., 2001; D u b e y , 2002;  
S a i k i a  i  G a n d h i , 2003). 

Liczne informacje w piśmiennictwie dotyczące antagonistycznego oddziaływa-
nia grzybów rodzajów Trichoderma i Gliocladium wskazują na skuteczne ich działanie 
przeciwko grzybom chorobotwórczym (G u r h a , 2001; E l - K a f r a w y , 2002; P i ę t a 
 i in., 2003). Są także, lecz mniej liczne informacje w literaturze, o zwalczaniu grzybów 
chorobotwórczych płynami pohodowlanymi wymienionych antagonistów (R o b e r t i  
i in., 2001; I n d r a  i T h r i b u v a n a m a l a , 2002; R o b e r t i  i i in., 2002). Według 
S t e f a n o v e j  i in. (1999) filtraty pohodowlane izolatów Trichoderma harzianum 
A-34 i Trichoderma viride A-86 zawierające karboksymetylo-celulazę, chitynazę, 
β-1,3 glukanazę, oraz lotny lacton , a także 6-pentyl α-pyron skutecznie hamowały 
wzrost Phytophthora nicotianae, Rhizoctonia solani i Pythium spp. Podobne dzia-
łanie wystąpiło w przypadku płynów pohodowlanych T. harzianum, T. viride i T. vi-
rens, które hamowały wzrost grzybni i kiełkowanie sklerocjów Rhizoctonia solani 
(H a z a r i k a  i  D a s , 1998.) Ważną rolę u antagonistów odgrywają enzymy glukana-
za, chitynaza, proteaza powodujące degradację ścian komórkowych grzybów patoge-
nicznych (R o b e r t i  i in., 2002). Brak informacji w piśmiennictwie dotyczących sku-
teczności działania płynów pohodowlanych Trichoderma harzianum i Gliocladium 
fimbriatum na grzyby chorobotwórcze dla soi, był przyczyną podjęcia prezentowa-
nych badań.

MATERIAŁ I METODY

Badania prowadzono w latach 2002–2004 na polu Gospodarstwa Doświadczalnego 
w Czesławicach k/Nałęczowa z naturalnie nagromadzonym materiałem infekcyjnym po 
ośmioletniej monokulturze soi. Przedmiotem badań były rośliny soi odmiany Mazowia 
wyrosłe z nasion zaprawianych płynami pohodowlanymi Trichoderma harzianum G 227 
 i Gliocladium fimbriatum G 156. Kolonie tych grzybów uzyskano z gleby ryzosferowej soi. 
Płyn pohodowlany wymienionych antagonistów uzyskano w wyniku hodowli grzybów 
w kolbach Erlenmayera na płynnej pożywce PDB (Difco) w temp. 22°C, przez osiem dni  
(M i s h r a  i  B e h r , 1976). Po ośmiu dniach hodowli nasiona soi dobrze wykształ-
cone bez widocznych objawów chorobowych, moczono przez 5 minut w uzyska-
nych płynach pohodowlanych T. harzianum G 227 i G. fimbriatum G 156. W bada-
niach uwzględniono również kombinację z chemicznym zaprawianiem nasion Za-
prawą Oxafun T oraz kombinację kontrolną tj. bez żadnego zaprawiania. Każda 
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kombinacja doświadczenia obejmowała 4 powtórzenia (4 poletka) o powierzchni 
1,25m2, na które wysiewano po 100 nasion. W okresie wegetacji w każdym roku 
badań na poletkach poszczególnych kombinacji przeprowadzono dwukrotne ob-
serwacje polowe tj. w fazie siewek oraz w fazie kwitnienia roślin. Podczas tych ob-
serwacji określano liczebność i zdrowotność roślin w poszczególnych fazach ich 
rozwoju. Siewki oraz rośliny z widocznymi objawami chorobowymi pobierano do 
laboratoryjnej analizy mikologicznej, którą wykonano wg metody opisanej przez  
P a s t u c h ę  (1996).

Uzyskane wyniki dotyczące liczebności, zdrowotności oraz plonowania roślin 
opracowano statystycznie, a istotność różnic określono na podstawie półprzedziałów 
ufności Tukeya (O k t a b a , 1987).

WYNIKI

Przeprowadzone badania polowe w latach 2002–2004 wykazały zróżnicowany 
wpływ płynów pohodowlanych grzybów antagonistycznych na ograniczenie chorób 
grzybowych, a tym samym na liczebność i zdrowotność roślin soi oraz na wielkość 
i jakość plonu.

W wyniku pierwszej obserwacji polowej przeprowadzonej w fazie siewek tj. po 
sześciu tygodniach od wysiewu nasion, zanotowano zróżnicowane wschody na polet-
kach poszczególnych kombinacji (ryc. 1). Najwięcej siewek średnio 87% wyrosło na po-
letkach obsianych nasionami moczonymi w płynie pohodowlanym T. harzianum G 227  
i zaprawianych Zaprawą Oxafun T średnio 85%, a najmniej siewek wyrosło na polet-
kach w kombinacji kontrolnej (ryc. 1). Podczas tej lustracji zaobserwowano siewki 
zahamowane we wzroście i z nekrotycznymi plamami na korzeniach i podstawie ło-
dygi. Najmniej siewek porażonych zaobserwowano na poletkach obsianych nasionami 
zarówno moczonymi w płynie pohodowlanym T. harzianum G 227 jak i G. fimbriatum 
G 156 oraz zaprawionymi Zaprawą Oxafun T. Natomiast najwięcej siewek z widocz-
nymi objawami chorobowymi, bo średnio 70% zanotowano w kombinacji kontrolnej 
(ryc. 2).

Przeprowadzona obserwacja podczas kwitnienia roślin wykazała, że liczebność 
roślin na poletkach poszczególnych kombinacji była zbliżona do wyników uzyskanych 
z pierwszej obserwacji, natomiast wzrosło znacznie porażenie roślin. Największy udział 
roślin porażonych zanotowano w kombinacji kontrolnej (ryc. 2). Dużo roślin z objawa-
mi chorobowymi, bo średnio 3,7% było na poletkach obsianych nasionami zaprawiony-
mi Zaprawą Oxafun T. Najmniejszy udział roślin porażonych w fazie kwitnienia roślin 
zanotowano na poletkach w kombinacji z płynem pohodowlanym T. harzianum G 227 
i wynosił on średnio 1,92% (ryc. 2).
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Po zbiorze roślin z poletek poszczególnych kombinacji określano wielkość i jakość 
plonu nasion soi. Największy plon nasion z poletka uzyskano z roślin wyrosłych z nasion 
zaprawianych płynem pohodowlanym T. harzianum G 227 oraz G. fimbriatum G 156. 
Najmniejszy plon zebrano z roślin w kombinacji kontrolnej oraz po zastosowaniu Zapra-
wy Oxafun T (tab. 1). W zebranym plonie występowały nasiona z brunatnymi plamami 
na okrywie, a udział ich wahał się od 1,25% (w kombinacji z płynem pohodowlanym  
T. harzianum G 227) do 7,4% (w kombinacji kontrolnej) (tab. 1).

Tabela  1 
Wielkość i jakość plonu nasion soi

Table 1 
Weight and quality of soybean seeds yield

Kombinacja doswiadczenia
Experimental combination

Plon nasion soi w g 
Yield of soybean seeds in g

Procent porażenia nasion
Percentage of infected seeds

2002 2003 2004 średnia
mean 2002 2003 2004 średnia

mean

Nasiona moczone w płynie 
pohodowlanym  T. harzianum G 227
Seeds soaked in post-culture liquids 
of T. harzianum G 227

369*c 495c 387c 417c 0,75a 2,0a 1,0a 1,25a

Nasiona moczone w płynie 
pohodowlanym G. fimbriatum G 156
Seeds soaked in post-culture liquids 
of G. fimbriatum 156

312c 550d 342c 401c 1,0a 2,0a 2,0ab 1,67a

Nasiona zaprawiane Zaprawą Oxafun 
T  Seeds dressed with
Zaprawa Oxafun T

224b 369b 240b 277b 4,75b 3,75b 2,75b 3,75b

Kontrola Control 108a 200a 156a 147a 7,75c 8,0c 6,5c 7,4c

* średnie wartości w kolumnach różnią się istotnie (P ≤ 0.05), jeśli nie są oznaczone tą samą literą
* means in columns differ significantly (P≤0.05), if they are not marked with the same letter

W wyniku laboratoryjnej analizy mikologicznej porażonych siewek uzyskano 589 
kolonii grzybów zaliczanych do 18 gatunków (tab. 2). Spośród grzybów patogenicz-
nych najczęściej izolowano grzyby rodzaju Fusarium, bowiem jego izolaty stanowiły 
27,3% wszystkich uzyskanych kolonii. Często także wyosabniano Pythium irregulare, 
a izolaty tego gatunku stanowiły 11,4% ogółu uzyskanych grzybów (ryc. 3). Ponadto 
z porażonych siewek izolowano Alternaria alternata, Acremonium roseum, Cladospo-
rium cladosporioides, oraz gatunki rodzajów Gliocladium, Penicillium i Trichoderma 
(tab. 2).
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W wyniku analizy mikologicznej porażonych roślin soi w fazie kwitnienia uzyskano 
503 kolonii grzybów reprezentowanych przez 18 gatunków (tab. 3). Podczas kwitnienia 
roślin za głównego sprawcę chorób soi uznano Fusarium oxysporum f. sp. glycines, bo-
wiem jego izolaty stanowiły ok. 15,3% wszystkich uzyskanych grzybów (ryc. 3). Ponadto 
licznie izolowano Fusarium solani (11,1%) oraz F. culmorum (8,3% wszystkich wyosob-
nień) (ryc. 3). Z porażonych korzeni i podstawy łodygi soi w fazie kwitnienia roślin izolo-
wano także A. alternata, B. cinerea, S. sclerotiorum, R. solani oraz P. exigua (tab. 3). Spo-
śród grzybów saprotroficznych izolowano gatunki rodzajów Gliocladium, Penicillium 
 i Trichoderma (tab. 3).

W wyniku analizy mikologicznej nasion uzyskano 387 kolonii różnych gatunków 
grzybów (tab. 4). Z porażonych nasion soi najliczniej izolowano Phomopsis sojae bowiem 
jego izolaty stanowiły (11,9% ogółu uzyskanych kolonii grzybów) (ryc. 3). Ponadto dość 
licznie izolowano F. oxysporum (8,3%), F. sporotrichioides (9,3%) oraz Phoma exigua var. 
exigua (9,4% wszystkich uzyskanych kolonii) (ryc.3). Z nasion soi uzyskiwano ponadto  
A. alternata, B. cinerea, R. solani, S. sclerotiorum, oraz G. fimbriatum, P. expansum,  
C. cladosporioides, a także gatunki rodzaju Trichoderma (tab. 4).
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DYSKUSJA

Skuteczność ochronnego działania płynów pohodowlanych T. harzianum G 227  
i G. fimbriatum G 156 przeciwko grzybom chorobotwórczym przeżywającym w glebie 
okazała się efektywna podobnie jak stosowanie materiału mikrobiologicznego sporzą-
dzonego z zarodników tych grzybów (P i ę t a  i in., 2002; P i ę t a  i in., 2003). Płyny po-
hodowlane G. fimbriatum G 156 oraz T. harzianum G 227 zastosowane do przedsiewne-
go zaprawiania nasion soi okazały się skuteczne w zabezpieczaniu kiełkujących nasion, 
a następnie korzeni i podstawy łodygi siewek oraz starszych roślin przed porażeniem 
przez grzyby przeżywające w glebie. Na takie działanie płynów pohodowlanych wska-
zują dobre wschody, zdrowotność roślin oraz ich plonowanie. Wcześniejsze ustalenie 
właściwości ochronnego działania Trichoderma spp. i Gliocladium spp. jest podykto-
wane antagonistycznym działaniem na fitopatogeny poprzez konkurencję, antybiozę 
i nadpasożytnictwo (L i u , 1989; A v e n t  i in., 1993; H a r m a n  i in., 1993; H a r a n 
i in., 1995). Należy przypuszczać, że obecne w płynie pohodowlanym enzymy, swo-
iste związki toksyczne, antybiotyki wytwarzane przez gatunki rodzajów Trichoderma 
i Gliocladium mogły skutecznie chronić przed porażeniem roślin soi przed grzybami 
chorobotwórczymi. Obecność w płynie po hodowli Gliocladium spp. i Trichoderma spp. 
takich enzymów jak chitobiaza, chitynaza, glukanaza, proteaza powodowała degrada-
cję ścian komórkowych F. avenaceum, F. culmorum i F. graminearum (R o b e r t i  i in., 
2002). Według S t e f a n o v e j  i in., (1999) oraz K ű c ű k  i  K i v a n c  (2003), meta-
bolity zawarte w płynach pohodowlanych T. harzianum wykazywały dużą efektywność 
przeciwko F. culmorum, F. oxysporum, F. moniliforme, R. solani, Sclerotium rolfsii, 
Gaemannomyces graminis var. tritici, Drechslera sorokiniana oraz Phytophthora nico-
tianae. Stosowanie filtratów pohodowlanych T. viride przeciwko Ustilago segetum var. 
tritici powodującego głownię pylącą pszenicy hamowało kiełkowanie chlamydospor 
 i redukowało rozwój choroby (R a s h m i  i in., 2001). Według S i n g h a  (1998) filtra-
ty hodowlane T.viride i T. harzianum stosowane w warunkach in vitro i in vivo przeciw-
ko Sclerotinia sclerotiorum występującej na rzepaku i gorczycy sarepskiej skutecznie 
hamowały rozwój tej choroby.

Wyniki uzyskane z prezentowanych badań potwierdziły skuteczność ochronnego 
działania płynów pohodowlanych w biologicznym zwalczaniu chorób roślin co wy-
kazali inni badacze (R o b e r t i  i in., 2001; I n d r a  i  T h i r i b u v a n a m a l a , 2002; 
R o b e r t i  i in., 2002). Można zatem zalecić do praktyki wykorzystanie płynów poho-
dowlanych uzyskanych z T. harzianum G 227 i G. fimbriatum G 156 do ochrony roślin 
soi przed grzybami chorobotwórczymi.
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S t r e s z e n i e
Celem pracy było określenie skuteczności ochronnego działania płynów poho-

dowlanych Trichoderma harzianum G 227 i Gliocladium fimbriatum G 156 dla soi 
przeciwko grzybom przeżywającym w glebie. Wykorzystanie tych płynów do badań 
wpłynęło korzystnie na liczebność, zdrowotność i plonowanie roślin soi. Siewki soi 
porażane były głównie przez Pythium irregulare, Fusarium spp. oraz Rhizoctonia 
solani, a rośliny w fazie kwitnienia przez Fusarium spp., Phoma exigua var. exigua, 
Rhizoctonia solani i Sclerotinia sclerotiorum. Zastosowanie płynów pohodowlanych 
zredukowało porażenie roślin przez te patogeny.
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